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Экстраклеточные везикулы (ЭВ) в последнее время стали важным объектом для изучения. Пред-
полагается, что посредством ЭВ в организме осуществляется межклеточная коммуникация, в том 
числе регулирование экспрессии генов, управление такими процессами, как пролиферация 
и дифференцировка, а также многое другое. Также показана важная роль ЭВ в патологии. Важ-
ным практическим применением ЭВ считается их использование в качестве маркеров различных 
патологических состояний. В настоящее время понимание молекулярных механизмов действия 
ЭВ весьма ограничено, не в последнюю очередь в связи с методическими сложностями изучения 
этих объектов. В первую очередь стоит отметить, что не существует стандартизованного мето-
да выделения ЭВ, а это является проблемой для более глубокого изучения ЭВ. Мы попытались 
подобрать наиболее приемлемый метод выделения ЭВ из сыворотки крови. Для этого ЭВ были 
выделены из сыворотки крови с помощью трех методов, после чего с помощью масс-спектроме-
трии определили белковый состав выделенных ЭВ. У каждого из проверенных методов нашлись 
свои преимущества и свои недостатки, что необходимо учитывать при планировании экспери-
ментов в дальнейшем.
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ВВЕДЕНИЕ

Экстраклеточные везикулы (ЭВ) представлены 
во всех биологических жидкостях и являются до-
вольно большой гетерогенной группой. Фактиче-
ски, любые окруженные липидным бислоем вези-
кулы, не способные к самовоспроизведению и цир-
кулирующие в биологических жидкостях, можно 
назвать ЭВ [1]. Все исследованные к настоящему 
времени типы клеток способны к секреции ЭВ. 
ЭВ принято подразделять на экзосомы, микрове-
зикулы и  апоптотические тельца. Экзосомы яв-
ляются продуктом секреции клеточной эндоли-
зосомальной системы и имеют размер 50–150 нм. 
Микровезикулы являются результатом отшнуро-
вывания плазматической мембраны клетки, их 
размер составляет 100–1000 нм. Самым большим 

по размеру (400-4000 нм) представителем ЭВ яв-
ляются апоптотические тельца, образующиеся из 
клеток как результат их гибели в процессе апоп-
тоза. Также ЭВ часто классифицируют по размеру, 
малыми ЭВ называются все ЭВ менее 200 нм [1].

ЭВ за последние годы стали востребованным 
объектом экспериментальных исследований. По-
пулярность ЭВ связана с  их несколькими уни-
кальными свойствами. Во-первых, мембрана ЭВ 
содержит сигнал, предохраняющий ЭВ от фагоци-
тирования макрофагами [2]. Во-вторых, свойства 
ЭВ позволяют им проникать через гистогематиче-
ские барьеры, включая гематоэнцефалический [3]. 
В-третьих, любые клетки поглощают ЭВ [4]. Все 
эти свойства очень способствуют тому, чтобы 
развивать диагностику на основе ЭВ или даже 
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использовать ЭВ в качестве средства доставки ле-
карственных препаратов.

В настоящее время не существует стандарти-
зованного метода выделения ЭВ, что, безусловно, 
является препятствием для дальнейшего развития 
этого направления. Для выделения ЭВ в  основ-
ном используются ультрацентрифугирование, уль-
трафильтрация, гель-фильтрация, преципитация 
и иммунопреципитация, а также комбинации этих 
методов. Несколько работ посвящены сравнению 
существующих методов выделения ЭВ, и они не 
приходят к единому выводу об эффективности того 
или иного подхода [5–7]. Как правило, разные ме-
тоды выделения ЭВ приводят к выделению разных 
субфракций ЭВ, которые отличаются между собой 
по составу.

Обычно для выделения ЭВ используют уль-
трацентрифугирование, гель-фильтрацию, пре-
ципитацию полимерами, ультрафильтрацию или 
иммунопреципитацию. Долгое время золотым 
стандартом считалось выделение ЭВ с помощью 
ультрацентрифугирования, но сейчас для выделе-
ния ЭВ применяют и другие методы. Гель-филь-
трация и преципитация гидрофильными полиме-
рами являются подходящей альтернативой ультра-
центрифугированию, отличающейся целым рядом 
преимуществ. Эти методы обходятся недорого, 
легко масштабируемы и обладают высокой произ-
водительностью.

В настоящее время остается непонятным, ка-
кой метод, а  точнее, какую комбинацию ме-
тодов, лучше всего использовать при выделе-
нии ЭВ для целей протеомного анализа. Для того, 
чтобы это выяснить, для выделения ЭВ мы ис-
пользовали комбинацию гель-фильтрации через 
Sepharose CL-2B, преципитации с помощью по-
лиэтиленгликоля (ПЭГ) 6000, обработки проте-
азами и ультрафильтрации через мембрану с по-
рогом отсечения 100 кДа, после чего определяли 
белковый состав полученных фракций с помощью 
масс-спектрометрии.

МЕТОДЫ

Реактивы и материалы. В работе были исполь-
зованы ПЭГ 6000 (А1387, AppliChem, Германия), 
фосфатно-солевой буфер PBS (14190-094, Gibco, 
Великобритания), фильтры 0.45 мкм и  филь-
тры 100 кДа (МСРМ45С67, MCP100C41, Pall, 
Пуэрто-Рико), протеиназа К  (ЕК001, Evrogen, 
Россия), смола для гель-фильтрации Sepharose 
CL-2B (17014001, Cytiva, США), набор для опре-
деления концентрации белка ProteOrange (14102, 
Lumiprobe, Россия), бычий сывороточный альбу-
мин (БСА, 126609, Calbiochem, США).

Критерии отбора клинического материала. В ис-
следование были включены 8 здоровых добро-
вольцев в  возрасте от 18 до 45 лет. От каждого 

добровольца было получено письменное инфор-
мированное согласие. Критериями исключения 
являлись шизофрения; алкоголизм и наркомания 
в анамнезе жизни; серьезные неврологические за-
болевания (инсульт, болезнь Паркинсона, демен-
ция, ушибы мозга, эпилепсия и т.п.); эндокринные 
нарушения: сахарный диабет, дисфункция щито-
видной железы и прием тиреотропных препара-
тов/заместительной терапии; любое инвалидизи-
рующее заболевание внутренних органов; выра-
женный дефицит зрения или слуха; значительные 
физические нагрузки накануне обследования, су-
точный и ночной графики работы, прием антико-
агулянтов и психотропных препаратов в период пе-
ред участием в исследовании. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом.

Материал для исследования. Материалом для ис-
следования служила сыворотка крови. Забор крови 
у участников исследования проводили из локтевой 
вены натощак в утренние часы. Известно, что на 
образование ЭВ оказывает влияние множество 
факторов, так что процедура взятия крови и пре-
аналитический этап подготовки проб были мак-
симально стандартизированы. Для всех проб были 
соблюдены одинаковые условия, а именно: время 
и способ забора крови, тип моновет и размер иглы 
(21,5G); промежуток времени (не более 30 минут) 
и температура в помещении между взятием крови 
и центрифугированием (22–23°С); условия цен-
трифугирования; условия хранения биологиче-
ского материала на всех этапах анализа.

Выделение грубой фракции ЭВ с помощью ПЭГ. 
Исходный объем образцов составлял 1 мл сыво-
ротки крови. Предварительную очистку образцов 
проводили с помощью центрифугирования через 
фильтр 0.45 мкм. Центрифугирование проводили 
30 мин 3 000 g при RT. После этого получали гру-
бую фракцию ЭВ с помощью преципитации. Пред-
варительно очищенную сыворотку смешивали 1 к 1 
с 6% ПЭГ 6000, тщательно перемешивали и остав-
ляли на 30 мин при 4оС. Затем образцы центри-
фугировали 1 500 g 30 мин при 4оС. С осадка тща-
тельно отбирали надосадочную жидкость и промы-
вали осадок с помощью PBS. Осадок растворяли 
в 0.5 мл PBS, это грубая фракция ЭВ.

Обработка грубой фракции ЭВ протеиназой К. 
Расщепление примесных белков, а также наруж-
ных белков ЭВ проводили с  помощью протеи-
назы К (ПК). Концентрация ПК составляла 1 мг/мл, 
концентрация хлорида кальция 10 мМ, время обра-
ботки 60 мин, температура обработки 37°С.

Выделение чистой фракции ЭВ с  помощью 
гель-фильтрации. Гель-фильтрацию проводили на 
колонке, набитой 10 мл Sepharose CL-2B. На ко-
лонку наносили 0.5 мл образца, промывали 3 мл 
PBS и элюировали ЭВ в 1 мл PBS. Перед следую-
щей пробой колонку промывали 15 мл PBS.
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Ультрафильтрация. Концентрирование прово-
дили на фильтрах с порогом отсечения 100 кДа. 
Образцы центрифугировали 30 мин при 3 000 g 
при RT. Образцы были сконцентрированы при-
мерно в 10 раз.

Определение концентрации белка. Концен-
трацию белка определяли с помощью красителя 
ProteOrange согласно инструкции производителя. 
По 1 мкл пробы смешивали с 40 мкл рабочего рас-
твора красителя и  прогревали 10 мин при 95оС, 
после чего пробы охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и определяли флуоресценцию при длинах 
волн возбуждения и испускания 470 и 570 нм, со-
ответственно. Калибровочную кривую строили по 
растворам БСА.

Динамическое светорассеяние. Динамическое 
светорассеяние фракции ЭВ определяли с  по-
мощью прибора Zetasizer Nano S производства 
Malvern Panalytical (Великобритания). В пластико-
вую кювету наливали 100 мкл разведенной в 10 раз 
в PBS фракции ЭВ и определяли светорассеяние на 
угол 173 градуса на длине волны 633 нм за четыре 
повтора длительностью по 10 с каждый. Оборудо-
вание позволяет определить число отраженных фо-
тонов, выражаемое в тысячах фотонов в секунду, 
kcps. Общее число отраженных фотонов исполь-
зуется для построения корреляционной функции 
для вычисления размера частиц, но может служить 
и самостоятельным параметром, характеризующим 
образец. В нашей предыдущей работе мы показали, 
что число фотонов является вполне надежным по-
казателем, характеризующим число ЭВ в образце.

Анализ траектории наночастиц. Анализ траекторий 
наночастиц проводили на приборе NanoSight NS300 
производства Malvern Panalytical (Великобрита-
ния). В качестве источника света в нем использу-
ется лазер с длиной волны 488 нм. Свет от лазера 
входит в проточную кювету, содержащую образец, 
и рассеивается на объектах размером 50–500 нм. 
Под углом около 90 градусов к направлению света 
находится объектив микроскопа, через который 
все рассеивающие свет частицы снимали на ка-
меру с частотой 25 кадров в секунду. Последую-
щая компьютерная обработка отснятого видео по-
зволяет проследить траекторию движения каждой 
частицы индивидуально и, используя уравнение 
Стокса-Эйнштейна из величины перемещения за 
единицу времени, вычислить размер частицы. Об-
разец постоянно подавали в  проточную кювету 
с помощью шприцевого насоса, что позволяет за-
писать на видео движение большого числа инди-
видуальных ЭВ. Прибор поддерживает постоянную 
температуру во время эксперимента. Выделенные 
ЭВ разводили в PBS в 100 раз и снимали два ви-
део продолжительностью 30 сек каждое, резуль-
таты для каждого образца получали усреднением 
результатов обработки двух видеороликов. При та-
ком разведении в каждом кадре оказывается около 

ста индивидуальных частиц. Скорость прокачки 
образца насосом составляла 60 у.е., так что сум-
марное число треков на каждом видео составляло 
около двух тысяч. При компьютерной обработке 
видео были использованы настройки постобра-
ботки, одинаковые для всех образцов, для типич-
ных ЭВ это Blur 5×5, Max jump 12, Min track steps 5.

Пробоподготовка. Экзосомы объемом 50–100 мкл 
лизировали в двухкратном объёме буфера, содер-
жащего 10% SDS в 50 мM бикарбонате триэтилам-
мония (ТЕАБ). Лизис проводили ультразвуковым 
щупом на льду 3 раза по 30 сек. Образцы центри-
фугировали со скоростью 13000 g 10 мин, для осаж-
дения пены SDS.

Для гидролиза белков трипсином с использо-
ванием фильтров S-Trap забирали весь доступный 
объем для образцов. Для восстановления и алки-
лирования дисульфидных связей образцы инкуби-
ровали в присутствии 4 мМ трис(2-карбоксиэтил)
фосфина (TCEP) и 6.2 мМ 2-хлорацетамида (CAA) 
при температуре 80°С в течение 30 мин. Затем об-
разцы охлаждали до комнатной температуры. До-
бавляли 12% H3PO4 в соотношении 1:10 и пипети-
ровали. Добавляли 6 частей S-Trap protein binding 
buffer (90% водный метанол, содержащий 100 мМ 
TEAB pH 7.5), хорошо перемешивали и наносили 
на фильтр S-Trap. После чего центрифугировали 
в течение 4 мин при 4000 g (повторяли до полного 
нанесения образца). Промывку осуществляли тем 
же раствором (S-Trap protein binding buffer) 4 раза, 
нанося по 150 мкл и  центрифугируя в  течение 
4 мин при 4000 g. Перемещали фильтр в чистую 
пробирку. Добавляли 40 мкл буфера для гидро-
лиза (трипсин/белок в соотношении 1/25, 50 мM 
TEAB). Образцы инкубировали в течение 1.5 ч при 
температуре 47°C. После инкубации добавляли 
40 мкл 50 мM TEAB и 0.2% муравьиной кислоты, 
центрифугировали в течение 4 мин при 4000 g. До-
бавляли 35 мкл 50% ацетонитрила, содержащего 
0.2% муравьиной кислоты, и центрифугировали 
в  течение 4 мин при 4000g. Надосадочную жид-
кость переносили в чистую пробирку.

В полученных супернатантах определяли общую 
концентрацию пептидов методом колориметриче-
ского анализа с использованием набора Pierce™ 
Quantitative Colorimetric Peptide Assay kit (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Пептиды высуши-
вали и растворяли в 0.1% муравьиной кислоте до 
конечной концентрации 0.3 мкг/мкл. 

Хромато-масс-спектрометрия образцов. Полу-
ченные пептиды разделяли с использованием хро-
матографической ВЭЖХ системы Ultimate 3000 
RSLCnano (“Thermo Scientific”, США). Один ми-
кролитр пептидной смеси загружали на обогащаю-
щую колонку Acclaim µ-Precolumn (0,5 мм × 3 мм, 
размер частиц 5 мкм, Thermo Scientific) при потоке 
10 мкл/мин в  течение 4 мин в  изографическом 
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режиме с использованием буфера “С” в качестве 
подвижной фазы (2% ацетонитрил, 0.1% муравьи-
ной кислоты в деионизованной воде) на ВЭЖХ 
колонке PeakyEfficiency (FE 100 мкм × 30  см, 
1.9 мкм размер частиц) (Molecta) в градиентном 
режиме элюирования. Градиент формировали 
подвижной фазой А (0.1% муравьиной кислоты) 
и  подвижной фазой Б: (80% ацетонитрил, 0.1% 
водный раствор муравьиная кислота) при скоро-
сти потока 0.3 мкл/мин. Колонку промывали 2% 
подвижной фазой Б в течение 10 мин, после чего 
линейно увеличивали концентрацию подвижной 
фазы Б до 35% за 68 мин, затем линейно увеличи-
вали концентрацию фазы Б до 99% за 2 мин, после 
2 минутной промывки при 99% буфера Б, концен-
трацию этого буфера линейно снижали до исход-
ных 2% за 3 мин. Общая длительность анализа со-
ставляла 90 мин.

Масс-спектрометрический анализ проводили 
на масс-спектрометре Q-Exactive HFX (“Thermo 
Scientific”, США), как описано ранее [8]. Иден-
тификацию белков проводили при помощи про-
граммного обеспечения MaxQuant v. 2.0.3.0 с ис-
пользованием поискового алгоритма Andromeda [9]. 
Для идентификации белков использовали базу дан-
ных протеома человека в UniProt (UP000005640). 
Были заданы следующие поисковые параме-
тры: расщепляющий фермент ‒ трипсин, точ-
ность определения масс моноизотопных пептидов 
± 4.5 ppm, точность определения масс в спектрах 
MS/MS ± 20 ppm и  возможность пропуска двух 
сайтов расщепления трипсином. Окисление ме-
тионинов, ацетилирование N-конца белка и кар-
бамидометилирование цистеина были учтены как 
возможные и обязательная модификация пептидов, 
соответственно. При идентификации белков вну-
три каждой экспериментальной группы выделения 
эксзосом применяли опцию “match between runs” 
с установками по умолчанию. Для валидации сопо-
ставлений (образования пар) спектров и пептидов 
PSM (Peptide-Spectrum Matches), идентификации 
пептидов и идентификации белков устанавливали 
пороговую величину FDR (False Discovery Rate) 
0.01. Белки рассматривались в качестве достоверно 
идентифицированных, если для них было обнару-
жено, по крайней мере, два пептида. Безметковая 
количественная оценка содержания белков проис-
ходила на основе iBAQ и LFQ.

Статистический анализ и представление резуль-
татов. Статистическую обработку результатов про-
водили в программе GraphPad Prism ver. 12. Графи-
ческое представление результатов масс-спектроме-
трического анализа создано с помощью программы 
FunRich ver. 3.1.3. Для сравнения групп использовали 
дисперсионный анализ или тест Хи-квадрат, мно-
жественное сравнение корректировали с помощью 
поправки Бонферрони. В качестве апостериорного 

теста использовали тест Манна-Уитни. Достовер-
ным считали уровень значимости меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Самым простым и доступным методом выде-
ления ЭВ является, видимо, преципитация ПЭГ. 
К  достоинствам этого метода также относится 
высокая производительность метода. Недостаток 
преципитации с помощью ПЭГ также очевиден – 
высокая доля примесных белков во фракции ЭВ. 
Гель-фильтрация позволяет избавиться от некото-
рой части примесных белков, но при этом является 
довольно трудозатратной и трудно масштабируе-
мой процедурой. Основную задачу по избавлению 
от примесей призвана выполнить обработка ЭВ 
протеазами, в частности ПК. Последовательность 
этих методов была применена нами для выделения 
ЭВ с целью отработки наиболее пригодного метода 
выделения ЭВ, в первую очередь характеризующе-
гося минимальным наличием примесных неэкзо-
сомальных белков.

Основные характеристики ЭВ, выделенных 
с помощью разных методов, представлены в та-
блице 1. В общем, мы вправе заключить, что полу-
ченные результаты являются вполне ожидаемыми. 
Преципитация ПЭГ ожидаемо позволяет выде-
лить максимальное число частиц с самой высокой 
концентрацией белка. Гель-фильтрация значимо 
снижает как число частиц, так и количество белка 
в них (р < 0.05 по тесту Манна-Уитни). Обработка 
ПК на общее число частиц не влияет, но досто-
верно снижает количество белка (р < 0.05 по тесту 
Манна-Уитни).

Другой важнейшей характеристикой ЭВ яв-
ляется размер частиц. Использованные методы 
позволяют предполагать, что после преципита-
ции мы будем иметь частицы размером до при-
мерно 200 нм, а после гель-фильтрации частицы 
не меньше примерно 70 нм. Полученные нами ЭВ 
попадают в ожидаемые диапазоны размеров час
тиц (табл. 1). Однако, два метода оценки размеров 
частиц дают плохую согласованность результатов 
для ЭВ, полученных преципитацией ПЭГ. Воз-
можно, это наблюдение является следствием боль-
шого количества примесей в этой фракции. При-
меси, вероятнее всего белки, за счет взаимодей-
ствия с везикулами могут замедлять их движение 
в кювете прибора. А такое не связанное с размером 
замедление движения частиц в растворе алгоритм 
обработки данных трактует как увеличение разме-
ров частиц. Для более чистых фракций результаты 
определения размеров частиц неплохо совпадают 
для двух использованных методов (табл. 1).

При анализе данных ДРС и АТН нами вновь 
был подмечено наличие высокодостоверной корре-
ляции между числом частиц (АТН) и числом рассе-
янных фотонов (ДРС) (данные не представлены). 
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Таким образом, мы воспроизвели результаты од-
ного из своих прошлых экспериментов [10], по-
зволившие нам утверждать, что с помощью метода 
ДРС можно быстро и достаточно надежно опреде-
лять концентрацию ЭВ в достаточно чистых образ-
цах. Естественно, сказанное не относится к образ-
цам исходной сыворотки, как, вероятно, и других 
биологических жидкостей сложного состава, так 
как высокая концентрация примесей практически 
наверняка будет мешать определению истинной 
концентрации ЭВ. В своих экспериментах, даже 
при минимальной очистке ЭВ с  помощью ПЭГ, 
мы с хорошей точностью определяем концентра-
цию ЭВ по числу рассеянных фотонов на ДРС.

Основной задачей проведенного эксперимента 
было определение белкового состава полученных 
разными методами ЭВ. Во фракциях, как и следо-
вало ожидать, было идентифицировано несколько 
сотен белковых молекул. Полный состав фракций 
представлен в приложении (таблицы S1–S3). Число 
генов, продукты которых представлены во фрак-
циях  ЭВ, полученных разными методами, пред-
ставлено на рис. 1. Обращает на себя внимание 
тот факт, что после обработки ЭВ с помощью ПК 
и  последующей гель-фильтрации, число белков, 

Таблица 1. Основные характеристики ЭВ, выделенных с использованием разных методов.

Группа
Число 

частиц в мл, 
×10 ехр10

Размер 
частиц, нм 

(ДРС)

Размер 
частиц, нм 

(АТН)

Количество 
белка, мкг (ЭВ из 
1 мл сыворотки)

Преципитация ПЭГ 16.0±4.4 138.7±42.4 184.9±11.2 108.2±10.9

Гель-фильтрация после 
преципитации ПЭГ 4.1±1.4 120.4±18.6 134.8±6.3 17.5±10.1

Гель-фильтрация после 
преципитации ПЭГ и обработки ПК 6.4±2.1 128.4±9.5 129.1±3.0 3.2±1.6

Преципитация ПЭГ

25

39

60

150

55

58

4
Гель-фильтрация
после ПЭГ

Гель-фильтрация
после ПК и ПЭГ

идентифицированных в этой фракции с помощью 
масс-спектрометрии, уменьшилось практически 
вдвое. Возможно, обработка ПК не столь безо-
бидна, как могло казаться ранее, и в этом процессе 
происходит некоторое разрушение конститутивных 
белков ЭВ. Однако более вероятна иная трактовка, 
а  именно, ПК расщепляет примесные белки во 
фракции ЭВ.

Основной интерес представляет собой каче-
ственный состав белков, выделенных в составе ЭВ 
разными методами. Представление качественного 
разнообразия белков представляет собой опреде-
ленную проблему, так как белки принимают уча-
стие во многих взаимодействиях и редко соотно-
сятся только с  одним процессом. Локализация 
белков является более точной характеристикой 
разнообразия белков, хотя, конечно, и неполной. 
Именно локализацию мы выбрали в качестве ха-
рактеристики полученного нами разнообразия 
белков. На рис. 2 представлен процент генов, 
идентифицированные продукты которых имеют, 
согласно базе данных FunRich, локализацию либо 
в экзосомах, либо в экстраклеточных компартмен-
тах, либо принадлежат к экстраклеточным белкам. 
Понятно, что один и тот же белок может входить 
в каждую категорию, так что суммарный процент 
может превышать 100%. При этом только для этих 
трех локализаций происходит достоверное обога-
щение белков во фракции ЭВ, выделенных всеми 
тремя методами. То есть выделяя ЭВ мы обога-
щаем белки только из этих трех фракций и никаких 
иных, фактически мы видим, что каждый из этих 
методов пригоден для выделения ЭВ. Конкретно 
с фракцией экзосом связано 60-70% выделенных 
нами белков. Существенная часть белков, непо-
средственно не связанных с экзосомами, принад-
лежит тем не менее либо к другим экстраклеточ-
ным компартментам, либо является растворимыми 
экстраклеточными белками. Экстраклеточные 
компартменты включают в себя, например, и неэ-
кзосомальные везикулы, такие как микрочастицы, 
а растворимые экстраклеточные белки могут вы-
деляться вместе с  ЭВ, так как, например, обра-
зуют околовезикулярную белковую корону. Таким 

Рис. 1. Анализ протеома ЭВ, выделенных разными 
методами. Число белков, идентифицированных 
с  помощью масс-спектрометрического анализа, 
представлено на диаграмме Венна.



	 СРАВНЕНИЕ МЕТОДОВ ВЫДЕЛЕНИЯ ЭКСТРАКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ � 307

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 3 2024

образом, и не истинно экзосомальные белки также 
могут быть частью фракции ЭВ.

С использованием трех методов выделения ЭВ 
были получены фракции, несколько различаю-
щиеся по белковому составу. Однако за единич-
ными исключениями все выделенные белки, а это 
продукты 272 генов при выделении с  помощью 
ПЭГ, 274 генов при выделении с помощью ПЭГ 
и  гель-фильтрации и  158 генов при выделении 
с помощью ПЭГ, обработки ПК и гель-фильтра-
ции, принадлежат к белкам ЭВ согласно базе дан-
ных Vesiclepedia.

Еще одним результатом работы оказалось, что 
при любом методе выделения ЭВ не удается пол-
ностью избавиться от липопротеинов. В частности, 
среди тех белков, которые выделяются всеми из ис-
пользованных методов (таких белков 60), выявля-
ются альбумин, трансферрин, аполипопротеины В, 
Е, А1 и С. Для объяснения этого результата, видимо, 
стоит опираться на последние данные, убедительно 
свидетельствующие о том, что ЭВ, находясь в сы-
воротке, всегда увенчаны белковой короной [11]. 
Аполипопротеины, альбумин, трансферрин, судя 
по всему, как раз и являются неотъемлемой частью 
этой короны [12, 13]. Таким образом, стоит заклю-
чить, что ЭВ нельзя очистить от целого ряда белков, 
не являющихся истинно везикулярными, по край-
ней мере, если применять только методы, сохраня-
ющие белки в нативном состоянии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Все использованные нами методы выделения 
ЭВ пригодны для применения в тех или иных це-
лях. Грубая преципитация с помощью ПЭГ имеет 
высокую производительность и подходит для изу-
чения ЭВ в широком диапазоне размеров, от не-
скольких десятков до сотен нм. В эту фракцию вхо-
дят, видимо, и частицы размером менее 50 нм, то 
есть не обязательно экзосомы и не микровезикулы. 
Возможно, именно эта фракция окажется инфор-
мативной для решения той или иной научной за-
дачи. Применение гель-фильтрации после преци-
питации существенно снижает число частиц (за 
счет наиболее мелких, до примерно 70 нм) и в еще 
большей степени количество белка во фракции ЭВ. 
Видимо, этот метод выделяет ЭВ вместе с некова-
лентно связанными белками и вероятно подходит 
для изучения взаимодействия ЭВ с клетками-реци-
пиентами, так как такие ЭВ содержат на мембране 
весь спектр белков, присутствующих на ЭВ в сыво-
ротке (или иной исходной биологической жидко-
сти). Дополнительная обработка ПК драматически 
снижает общее число белков и их концентрацию 
во фракции ЭВ. Такой метод подойдет для иссле-
дования собственно ЭВ, без подавляющего боль-
шинства белков, ассоциированных с ЭВ в исход-
ном образце.

Преципитация ПЭГ

Экзосомы

Экстраклеточные
компартменты

Экстраклеточные
белки

Гель-фильтрация после ПЭГ

Гель-фильтрация после ПК и ПЭГ

Процент генов
0 20 40 60 80 100

Рис. 2. Локализация белков, выявленных во фракции ЭВ, согласно базе данных FunRich. Показаны только те ком-
партменты, белки которых достоверно обогащаются при выделении ЭВ. Во всех представленных компартментах 
для всех способов выделения происходит достоверное обогащение белков с достоверностью p < 0.001 по тесту 
Хи-квадрат с поправкой Бонферрони на множественные сравнения.
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Comparison of Methods for Isolation of Extracellular Vesicles from Human Serum
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Extracellular vesicles (EVs) have recently become an important object of study. It is assumed that 
through EVs in the body, intercellular communication is carried out, including the regulation of gene 
expression, the control of proliferation and differentiation, and much more. The important role of EV 
in pathology is also shown. An important practical application of EVs is their use as markers of various 
pathological conditions. At present, the understanding of the molecular mechanisms of action of EVs 
is very limited, not least due to the methodological difficulties of studying these objects. First of all, it 
should be noted that there is no standardized method for isolating EVs, and this is a problem for a deeper 
study of EVs. We tried to choose the most appropriate method for isolating EVs from blood serum. For 
this, EVs were isolated from blood serum using three methods, after which the protein composition of the 
isolated EVs was determined using mass spectrometry. Each of the methods used has its own advantages 
and disadvantages, which must be taken into account when planning experiments in the future.

Keywords: extracellular vesicles, blood serum, nanoparticle tracking analysis, dynamic light scattering, mass 
spectrometry
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